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Mikroskop 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Mikroskop gemal^ dem Oberbegriff 
des Anspruchs 1 . 

Im Gegensatz zu der Arbeit an einzelnen Zellen sind lichtmikroskoplsche 
Untersuchungen an Embryonen und anderen entwicklungsbiologischien 
Proben nriit den besonderen Problemen der Absorption und des Auflosungs- 
verlustes behaftet. Zum Beispiel konnen biologische Fragestellungen im Zu- 
sammenhang mit Genexpressionsmustern in sich entwickelnden Organis- 
men derzeit nur scliwer mit lichtmikroskopischen Bildgebungsverfahren 
beantwortet werden, da diese oft zu langsam, zu gering auflSsend oder 
techniscli komplex sind oder vom freien Arbeitsabstand oder von der 
Probeniialterung lier eine Beobachtung von millimetergrol^en Objekten niclit 
gestatten. Eine akzeptable Losung muH die IHandhabung grol^er Proben und 
eine sciinelle, lioclnaufldsende Aufnahme der Daten eriauben und dabei 
tectiniscli mdgliohst einfach zu realisieren sein. 

Aus der wissenschaftliclnen Literatur ist ein Mikroskop fur die ozeanogra- 
pliische Forsohung bekannt, das dadurcti gekennzeichnet ist, dass es mit 
einem Laser eine Beleuolitungslichtebene in einer Probenkammer erzeugt 
und senkreclit zu dieser Ebene mit einer Kamera die in der Beleuchtungs- 
lichtebene erzeugten Fluoreszenzsignale detektiert [E. Fuchs et al.. Opt. 
Express 1 0, 1 45 (2002)]. Dieses Mikroskop alinelt dem Ultramikroskop von 
H. Siedentopf und R. Zsigmondy [Ann. Phys. 10(4), 1 (1903)] und wird fur 
die Detektion einzelner f reischiwimmender Partikel wie Bakterien eingesetzt. 
Es ist ntoht dafur geeignet, millimetergro&e, beispielsweise entwicklungs- 
biologische Proben aufzunehmen, da eine Kuvette als Probenhalter dient. 
Ebenso ist es nicht fur dreidimensionale Aufnahmen geeignet, da es uber 
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kelne Moglichkeit verfOgt, die Probe relativ zur Beleuchtungslichtebene zu 
bewegen. 

Aus der DE 19720513 A1 bzw. der US 5,903,781 sowie aus der wissen- 
schaftlichen Llteratur [D. Huber et ah, J. Microsc. 202, 208 (2001)1 ist ein 
Instrument fur die dreidimensionale Makrographie bekannt, bei dem eine 
Anordnung zur Erzeugung von Lichtebenen fur die photograpliische Erfas- 
sung von Objekten eingesetzt wird. Dabei wird ein Objekt durch eine 
Beleuchtungsebene bewegt und das refiektierte und gestreute Licht mit 
einer Kamera detektiert. Dieses Gerat dient dazu, dreidimensionale Rekon- 
struktionen von zentimetergroBen Objekten anzufertigen. Es ist aber niclit 
fur die Verwendung von Fluorezenzsignalen und aucli niciit fiir die liocli- 
aufgeloste Wiedergabe der Objekte geeignet. Es wird eine Spaltf igurblende 
in Verbindung mit einer Spiegelanordnung fOr die Erzeugung der Lichtebe- 
nen eingesetzt. Durcii den Einsatz eines nur linear bewegiichen Proben- 
tischs kann die Probe nicht gedrelit werden, so dass keine Beobaclitung 
der Probe von mehreren Seiten moglich ist. 

Ferner sind aus der technisch-wissenschaftlichen Literatur Aufbaue fiir 
optische Tomographie bekannt. Die optische Projektionstomographie wird 
beispielsweise in der Genexpressionsanalyse eingesetzt [J. Sharpe et al.. 
Science 296, 541 (2002)1. Dabei handelt es sich um ein System, in dem 
Projektionen biologischer Proben aufgezeichnet werden, wobei die Probe 
um eine Achse senkrecht zur Detektionsrichtung gedreht wird. Da die 
Probe nicht senkrecht zur Detektionsachse durch eine Beleuchtungslicht- 
ebene selektiv beleuchtet wird, hat das MIkroskop im Gegensatz zum erfin- 
dungsgemaSen Mikroskop eine sehr groISe Scharfentiefe, durch den ein 
grolSer Teil der Probe erfaSt wird. Daher bietet das IVIikroskop nicht die 
Moglichkeit, die Probe langs der Detektionsachse zu bewegen, um ein 
dreidimensionales Bild aufzunehmen. Ein dreidimensionales Bild der Probe 
mit rSumlicher Auf Idsung ist somit nur durch die Rekonstruktion anhand der 
Projektionen mdglich. 



Aus der DE 43 26 473 C2 ist ein konfokales Theta-Mlkroskop bekannt, das 
dadurch gekennzeichnet ist, dass es ein erstes Objektiv zur Punktbeleuch- 
tung und ein zweites Objektiv zur Abbildung des Objektlichts auf einen 
Punktdetektor verwendet, wobei die Detektionsrichtung annahernd senk- 
reclit auf der Beleuchtungsrichtung stelit. Dadurcli ist der konfokale Ober- 
iagerungsbereich des Beleuclitungsvolumens mit dem Detektionsvolumen 
besonders klein und das Mikroskop erreicht eine fast isotrope Auflosung, 
deren GrSBenordnung der lateralen Aufidsung eines konfokalen IVIikroskops 
entspricht. 

Dieses Tiieta-Mikroskop ist jedoch konfokal arrangiert, was liohe Anf orde- 
rungen an die relative Justierung des Beleuchtungs- und des Detektions- 
brennpunkts stellt. AuRerdem ist es trotz eines grolSen Arbeitsabstands 
nicht ohne weiteres in der Lege, Aufnahmen von grolSen Objekten zu 
machen. Dies liegt daran, dass das Objekt im Ti^eta-Mikroskop bei der 
Objektrasterung nicht genug Bewegungsfreiheit hat und dass es wegen der 
Punktdetektion in drei Richtungen gerastert werden muB, wodurcli eine 
Aufnahme selir lange dauert. Das Beleuchitungslicht wird zu einem Beleucln- 
tungspunkt fokussiert. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht darin, 
ein Mikroskop vorzusclilagen, das fur die liochauflSsende dreidimensionale 
Beobachtung von millimetergroBen biologisctien Objekten geeignet ist, 
wobei eine schnelle Aufnalime der Daten moglicri ist und der Aufbau 
tecliniscii mogliclist einfacli zu realisieren ist. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durcin das im Anspruch 1 angege- 
bene Mikroskop gelost. Die Probe wird durch einen dunnen Liclntstreifen 
beleuclitet und die Beobachtung erfolgt senkrecht zu diesem Objektbe- 
leuchtungsbereich, der eine flachenartige Ausdehnung hat. Die Dicke des 
Beleuchtungslichtstreifens bestimmt somit zu wesentlichen Teilen die 
Scharfentiefe des Systems. FQr die Bildaufnahme wird das Objekt durch 
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den raumfesten Lichtstreifen bewegt, und Fluoreszenz- oder/und Streulicht 
werden in jeder Position der Rasterbewegung mit einem f lachigen Detelctor 
aufgenommen. Da das Objelct in der bevorzugten Ausfuhrungsform rotiert 
werden Icann, ist es moglicli, solche dreidimensionalen Aufnalimen von 

5 mehireren Seiten zu machen und sie zu einer einzigen dreidimensionalen 
Aufnahme zu kombinieren, deren Auflosung nur nooli durch die laterale 
Aufldsung der einzelnen Aufnahmen bestimmt wird. Die liohe Auflosung 
dieser Aufnahme ist das Ergebnis der fokussierten Beleuchtung, der senk- 
recliten Detektion, der Bewegung des Objekts und der Kombination der 

10 einzelnen Aufnahmen durch Bildverarbeitung. 

Das erfindungsgemalie IViikroskop verfugt uber einen Beleuchtungsliohtpfad 
und einen Detektionslichtpfad, die im Objektbeleuchtungsbereich vorzugs- 
weise orthogonal zueinander stehen, wodurch die Detektionsrichtung 
15 senkrecht auf der Beleuchtungslichtebene steht. Jedoch werden die Vor- 
teile der Erfindung in ausreichendem MaBe auch dann noch erzielt, wenn 
der Winkel zwischen der Beleuchtungs- und der Detektionsrichtung bzw. 
zwischen der Beleuchtungslichtebene und der Detektionsrichtung in nicht 
zu grolSem Ma&e von einem rechten Winkel abweicht. 

20 

Vorteilhafterweise wird ais Lichtquelle ein Laser eingesetzt, der die seiek- 
tive Anregung von Fluoreszenzemission in der Probe ermdglicht. Zum 
Fokussieren des Beleuchtungslichts zu einem dunnen Streifen wird vorzugs- 
weise eine Zylinderlinse verwendet, es kann aber auch ein anderes fokus- 
25 sierendes Element (beispielsweise ein holographisches Element oder eine 
konische Linse (Axicon) oder eine Phasenplatte oder andere Elemente zur 
Erzeugung eines Bessel-Strahls) eingesetzt werden. 

Das detektierte Licht ist vorzugsweise Fluoreszenzlicht. Moglich ist aber 
30 auch die Detektion von Streulicht. Das Detektionslicht wird vorzugsweise 
mit einem telezentrischen System aus zwei Objektiven auf den Detektor 
abgebildet. Geeignet sind aber auch andere optische Baugruppen. 



Die Detektion erfolgt vorzugsweise mit einem flachigen Detektor, der das 
ganze Feld detektiert, beisplelsweise einer CCD-Kamera. Durch die Ver- 
wendung eines solchen Detektors ist eine schnelle Bildaufnahime mdglich, 
und die Bewegung der Probe fur eine dreidimensionale Aufnahme ist auf 
eine Riciitung (namlicii langs der Detektionsaclise) besclirankt. Die Auflo- 
sung des Systems wird durch die laterale Auflosung der Detektionsoptik 
bestimmt. 

Da die Flache der derzeit verfugbaren Detektoren im ailgemeinen niciit 
ausreiciit um eine vollstandige, liochaufgeldste Aufnaiime von meiireren 
IVIillimeter groBen Objekten zu gewalirleisten, bestelit in einer AusfQlirungs- 
form des erfindungsgemaBen IVIikroskops die iS/logliclikeit, den Detektor in 
der Detektionsebene, also im Wesentliohen seitlich zur Detektionsrichtung, 
zu bewegen, um Bilder von Teilen des Objekts aufzunehmen, die zu einem 
Bild des gesamten Objekts zusammengesetzt werden konnen. 

In einem einfachen, bevorzugten Aufbau werden keine optisclien Elements 
zur FQhrung der Strahlengange verwendet. Es konnen aber beisplelsweise 
Spiegel, dlchroltisciie Spiegel, Strahlteiler oder optisohe Fasern fiir die 
FQhrung der Strahlengange eingesetzt werden. Da in dem erfindungsgema- 
Ben Mikroskop die Beleuchtungs- und Detektionsstrahlengange getrennt 
sind, kann auf den in anderen Fluoreszenzmikroskopen Qblichen Einsatz 
passiver Bauteile wie dichroitischer Spiegel oder aktiver, beisplelsweise 
akusto-optischer Bauteile, fur die Trennung von Beleuchtungs- und Fluo- 
reszenziicht verzichtet werden. 

Es besteht die Moglichkeit, den Aufbau zum Beispiel durch einen weiteren 
Beleuchtungslichtpfad zu erganzen, dessen Licht zu einem Streifen bzw. 
Objektbeleuchtungsbereich fokussiert wird, der vorzugsweise in der glei- 
chen Ebene wie der Objektbeleuchtungsbereich des ersten Beleuchtungs- 
lichtpfads liegt, so dass eine bessere Ausleuchtung der Probe erreicht wird. 
Das Licht fQr diesen weiteren Beleuchtungslichtpfad kann aus derselben 
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Lichtquelle kommen. Vorteilhafterweise wird die Probe hierbei aus zwei 
gegenuberliegenden Richtungen beleuchtet. Im Gegensatz zu der 4PI-kon- 
fokalen Mikroskopie [S. Hell und E.H.K. Stelzer, J. Opt. Soc. Am. A 9, 
21 59 (1 992)1 1st der Justieraufwand in dem erfindungsgemaBen Mikroskop 
gering, denn es mussen zwei nur mehrere Mikrometer dicke Liclitstreifen 
uberlagert werden. AuBerdem mulSdie Phase der Stralilen niclit berucksich- 
tigt werden. 

Das erfindungsgem§Be IVIikroskop kann aber auch als nicht-konfokales 4Pi- 
Th>eta-Mlkroskop betrieben werden. Hierbei wird die Probe wie in einem 
4Pi(A)-konfokalen iy/!ikroskop aus zwei entgegengesetzten Riclitungen 
koti3rent beleucFitet, so dass lings dieser Beleuchtungsachse ein Inter- 
ferenzmuster auftritt, das die Intensitat in der Beleuchtungslichtebene 
raumlich mcduliert. Dadurch wird das Beleuchtungsvolumen halbiert, und 
durch ein Verschieben des Interferenzmusters (durch eine Verstellung der 
Phasendifferenz zwischen den Strahlen) ist es moglich, sich erganzende 
Bereiche der Probe zu beleuchten, so dass ein Bild mit erhohter Auflosung 
langs der Beleuchtungsachse rekonstruiert werden kann. 

Es ist zwar moglich, die Probe in dem erfindungsgem§Ben Mikroskop auf 
einen Probentisch zu legen oder in Luft zu halten, jedoch wird die Probe 
vorzugsweise durch eine Halterung von oben in einer wassergefQIIten 
Probenkammer gehalten und kann um die senkrechte, also in Schwerkraft- 
richtung liegende Achse gedreht werden. Dies hat den Vorteil, dass bei der 
Drehung der Probe fClr eine Aufnahme aus einer anderen Richtung keine 
Veranderung der auf die Probe wirkende Schwerkraft erfolgt und sie sich 
nicht verformt. Vorteilhafterweise wird bei einer solchen Drehung der Probe 
in der Probenkammer die Probenkammer nicht bewegt, so dass sich die 
optischen Weglangen (abgesehen von Unterschieden durch den Brechungs- 
index in der Probe selbst) wahrend des Bewegungsvorgangs nicht andern. 
Dies fOhrt zu einer besseren Bildqualitat. Vorteilhafterweise kann die auf 
diese Art gehaltene Probe so ausgerichtet werden, dass der EinfluB von 




stark streuenden oder absorblerenden Teilen der Probe bei der Bildauf- 
nahme minimlert wird. 

Es ist in elner weiteren AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Mikro- 
skops auch moglich, die Beleuchtungs- und Detektionspfade urn das raum- 
feste zu untersuchende Objekt zu drehen. Dann muB jedoch die Probe bzw. 
das Objekt im allgemeinen nachgef uhrt werden, um in weiteren Aufnahmen 
abgebildet zu werden. 

Das zu untersuchende Objekt befindet sich bei einer Aiifnahme in dem 
flachenartigen Objektbeleuchtungsberelch, wobei das Objekt wesentlicli 
groBer als die Dicke dieses Bereichs ist. Eine zweidimensionale Aufnalime 
der sich in diesem Bereich befindlichen Teile des Objekts erfolgt durch den 
flachigen Detektor. Eine dreidimenslonale Aufnahme des Objekts erfolgt 
durch Rasterung des Objekts in Detektionsrichtung durch den raumfesten 
Beleuchtungsbereich (oder durch Rasterung des Beleuchtungsbereichs 
durch das Objekt), wobei in jeder Position des Objekts ein zweidimensiona- 
les Bild aufgenommen wird. Die Synchronisation von Bewegung, Beleuch- 
tung und Detektion wird vorteilhafterweise optimiert, um die Probenbela- 
stung zu minimieren. 

Vorzugsweise wird die Drehung des Objekts (ebenso wie die lineare Raster- 
bewegung) elektronisch gesteuert, so dass die Aufnahme mehrerer Bilder 
aus verschiedenen Winkein automatisiert werden kann und die Geschwin- 
digkeit der Probenuntersuchung erhoht wird. Die Anzahl der Bilder und die 
Drehwinkel der Probe, die fur eine Gesamtaufnahme mit einer bestimmten 
raumlichen Auflosung notwendig sind, konnen zugunsten einer kurzen 
Probenuntersuchungszeit und damit einer geringen Probenbelastung opti- 
miert werden. 

Vorteilhafterweise kann das zu untersuchende Objekt auch um die Beleuch- 
tungsachse gekippt werden, so dass es noch aus zusatzlichen Richtungen 
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beobachtet werden kann. In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemaHen Mikroskops ist ein zweiter Detektionslichtpfad vorhanden, 
der die Detektion des nach unten emittierten Lichts eriaubt. Wird dann der 
Objektbeleuchtungsbereich urn 90 Grad um die Beleuchtungsachse gedreht 
(beispieisweise durch die Drehung der Zylinderlinse), so kann die Probe 
horizontal optlsch geschnitten werden (und durch eine vertikale Rasterbe- 
wegung kann eine dreidimensionale Aufnahme erzeugt werden). 

Vorteilhafterweise kann in dem erfindungsgemaf^en Mikroskop die Zylin- 
derlinse vorzugsweise hochfrequent bewegt werden, beispieisweise im 
Beleuchtungslichtpfad hochfrequent langs der Zylinderachse und/oder der 
Beleuchtungsachse bewegt werden oder/und die Zylinderachse hochfre- 
quent in Richtung der Beleuchtungsachse geneigt werden, so dass der 
EinfluB von Verschmutzungen auf der Zylinderlinse weniger stark ist und 
die Probe gleichmaBiger ausgeleuchtet wird. 

Vorteilhafterweise kann die Halterung vieler biologischer Proben einfach 
durch Einbetten in ein Gel (ca. 99% Wasser) realisiert werden, 

Die durch Drehung des zu untersuchenden Objekts realisierten Aufnahmen 
aus verschiedenen Richtungen eriauben eine dreidimensionale Rekonstruk- 
tion desselben durch die Kombination der einzelnen dreidimensionalen 
Rohdatensatze. Da bei der bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemalSen Mikroskops nur ein Teil der Probe optimal abgebildet werden (im 
allgemeinen die beiden Oktanten, die innerhalb des rechten Winkels zwi- 
schen Beleuchtungs- und Detektionsachse liegen), sind mindestens vier 
Aufnahmen fur eine gute Rekonstruktion notwendig. Diese Aufnahmen 
lessen sich so kombinieren, dass die Rekonstruktion eine hohere Auflosung 
bietet als die einzelnen Aufnahmen. Die Qualitat des rekonstruierten Bilds 
lalSt sich durch Aufnahmen entlang weiterer Winlcel verbessern, so dass die 
toten Winkel der gemeinsamen optlschen Obertragungsfunktion aufgefullt 
werden. 



Durch die Verwendung von Objektiven mit langen Brennweiten steht ein 
Arbeitsabstand von mehreren Millinnetem zur Verfugung. Die Gr512e des 
Objekts wird dadurch in erster Linie durch ihre Lichtdurchlassigkeit be- 
grenzt: Sofern man das Objekt vollstandig (und nicht nur die Randschich- 
ten) untersuchen will, muB hinreichend Liclit aus jedem Teil von ihm in der 
einen oder anderen Orientierung den Detektor erreichen. 

Die Erfindung wird nachstehend anhand der beigefugten Zeiclinungen 
naher eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1 die schematische Darstellung des Strahlengangs in einer Aus- 

fuhrungsform des erfindungsgemaBen Mikroskops, wobei ein 
einziger Beleuchtungsstrahlengang und ein einziger Detek- 
tionsstrahlengang vorlianden sind, betraclitet in Blickrichtung 
I der Fig. 2; 

Fig. 2 die in Fig. 1 dargestellte Ausfuhrungsform in Blickrichtung II 

in Fig. 1; 

Fig. 3 eine Prinzipdarstellung des Beleuchtungsstrahlengangs, der 

von einer Zylinderlinse ausgeht und einen Objektbeleuch- 
tungsbereich im Bereich einer Fokuslinie bildet; 

Fig. 4 eine Draufsicht auf den Strahlengang der Fig. 3 in Blickrich- 

tung IV in Fig. 3; 

Fig. 5 die schematische Darstellung des Strahlengangs in einer wei- 

teren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Mikroskops, 
wobei zwei Beleuchtungsstrahlengange vorhanden sind; 

Fig. 6 eine weitere Prinzipdarstellung eines erfindungsgemaBen 

Mikroskops. 
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Die Fig. 1 zeigt eine Ausfuhrungsform eines erfindungsgemaSen Mikro- 
skops 100. Der Aufbau umfasst eine Lichtquelle 1, deren koilimierter 
Lichtstrahl 2 durcli eine Zylinderlinse 3 in die Probe 4 fokussiert wird. 
Dabei entstelit ein dCinner vertikaler Lichtstreifen 1 1 , durch den in der 
Probe 4 Fluoreszenzemission induziert werden kann. Das emittierte Licht 5 
wird durch eine Detektionsoptik 6 auf den fiacliigen Detektor 8, beispiels- 
weise eine CCD-Kamera abgebildet. 

Durch die rechtwinklige Anordnung .( = 90 Grad) von Beleuchtungs- 9 und 
Detektionsrichtung 10 ist der Aufbau besonders einfach. Insbesondere 
kann auf den Einsatz dichroitischer Spiegel fur die Trennung von Beleuch- 
tungs- und Fluoreszenzlicht im Detektionsstrahlengang 5 verzichtet wer- 
den. Die Filter 7 im Beleuchtungs- 2 und im Detektionsstrahlengang 5 sind 
Glasfilter oder akusto-/elektro-/magneto-optische Filter und eriauben die 
selektive Auswahl von Wellenlangen fur die Beleuchtung und die Detektion. 

Die Probe 4 wird durch eine Halterung 12 In einer Probekammer 13 gehai- 
ten und fur die Bildauf nahme in Detektionsrichtung 1 0 durch die raumfeste 
Llchtebene 1 1 bewegt. Die Halterung 1 2 erlaubt aul^erdem die Drehung der 
Probe 4 um ihre senkrechte Achse 14, so dass die Probe 4 von mehreren 
Seiten beleuchtet und beobachtet werden kann. 

Die Fig. 3 und 4 zeigen in prinzipieller Art und Weise den vorangehend 
angesprochenen und unter Einsatz der Zylinderlinse 3 erzeugten Beleuch- 
tungsstrahlengang 2. Durch die Zylinderlinse 3, deren Brennweite vorzugs- 
weise im Bereich zwischen 10 mm und 100 mm liegen kann, wird das von 
der Lichtquelle 1 emittierte Licht unter einem vergleichsweise kleinen 
Winkel a fokussiert. Es entsteht im Bereich einer Fokuslinie L somit ein in 
der Fig. 3 strichliert eingezeichneter Objektbeleuchtungsbereich 20, der 
naherungsweise eine flachenartige bzw. ebenenartige Struktur bzw. Aus- 
dehnung hat und beiderseits der Fokuslinie durch Zylinderabschnitte gebil- 
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det ist. Bei einer in Richtung der Beleuchtungsachse bzw. Beleuchtungs- 
richtung gemessenen Abmessung a dieses Objektbeleuclitungsbereichs 20 
von etwa 5 mm und einer Dickenabmessung des Beieuchtungsstrahlen- 
gangs 2 im Bereich der Fokuslinie b von etwa 20 jjm ergibt sich an den in 
Beleuclitungsrichtung gelegenen Endbereichen 22, 24 des Objektbeleuch- 
tungsbereichs 20 eine Dickenabmessung c von naherungsweise 60 ^m, 
was naturlich abhangt von der fur die Zylinderlinse 3 vorgegebene nume- 
rische Apertur. Ober den gesamten Objektbeieuchtungsbereicli 20 iiinweg 
ist also eine - bezogen auf die Abmessung der zu untersuchenden Objekte - 
vernachlassigbare Variation der Dicke des Objektbeleuchtungsbereichs 20 
im Beieuchtungsstratilengang 2 vorlianden, so dass insbesondere auch 
unter Berucksichtigung der Abmessungen der zu untersucfienden Objekte 
hier von einer in erster Naherung konstanten Dicke des Objektbeleuch- 
tungsbereichs und somit einer flachenartigen bzw. ebenenartigen Struktur 
desselben ausgegangen warden kann. 

In der Fig. 5 ist eine abgewandelte Ausgestaltungsform des Mikroskops 
100 dargestellt, bei welcherzwei Beleuchtungsstrahiengange 2, 2' vorhan- 
den sind. Im dargestellten Falle weist jeder dieser beiden Beleuchtungs- 
strahiengange 2, 2', die einander entgegengesetzt gerichtete Beleuchtungs- 
richtungenjedoch einander entsprechendeBeleuchtungsachsen auf weisen, 
jeweils eine Zylinderlinse 3, 3' mit ggf. zugeordnetem Filter 7, 7' sowie 
eine Lichtquelle 1,1' auf. Bei einer Abwandlung dieser Ausgestaltungsform 
kann welter vorgesehen sein, dass nur eine einzige Lichtquelle vorgesehen 
ist. Dabei entsteht durch Oberlagerung der beiden Objektbeleuohtungs- 
bereiche dieser Beleuchtungsstrahiengange 2, 2', welche Objektbeieuch- 
tungsbereiche vorangehend mit Bezug auf die Fig. 3 und 4 detaillierter 
geschildert worden sind, ein dunner vertikaler Lichtstreifen, der im Ver- 
gleich zu dem Lichtstreifen in der in Fig. 1 dargestellten Ausfuhrungsform 
homogener ist. Das emittierte Licht 5 wird durch eine Detektionsoptik 6 auf 
den flachigen Detektor 8 abgebildet. Diese Ausfuhrungsform des erfin- 
dungsgemalien Mikroskops eignet sich besonders fur absorbierende Pro- 
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ben, bei denen mit einer einseitigen Beleuchtung nicht die gesamte Probe 
beleuchtet werden kann. 

Bei dieser Ausgestaitungsform besteht die IVIdglichkeit, die beiden Beleuch- 
tungsstrahlengange 2, 2' bzw. die Liciitstrahlen derselben durch definierte 
Einstellung der Pliasenlage dieser Lichtstrahlen zueinander dort, wo die 
beiden Objektbeleuclitungsbereiche dieser beiden Beleuchtungsstralilen- 
gange 2, 2' einander uberlagert sind, gezielt zur Interferenz zu bringen. Auf 
diese Art und Weise wird es moglich, in demjenigen Bereich, in dem das zu 
untersuchende Objekt bzw. Probe 4 zu beleuchten ist, durcli destruktive 
Interferenz bestimmte Abschnitte auszublenden bzw. durch konstruktive 
Interferenz bestimmte Bereiche hervorzuheben, wodurch die Auflosung des 
Gesamtsystems welter verbessert werden kann. 

In Fig. 6 ist eine weitere Abwandlung des erfindungsgemaSen Mikroskops 
TOO angedeutet. Durch den Pfeil P wird angedeutet, dass die dort gezeigte 
Zylinderlinse 3 um die Beleuchtungsachse des Beleuchtungsstrahlengangs 
2 gedreht werden kann, beispielsweise um 90°. Damit dreht sich auch der 
Objektbeleuchtungsbereich 20 dieses Beleuchtungsstrahlengangs 2, so 
dass er ausgehend von der in Fig. 2 gezeigten Orientierung, in welcher er 
im Wesentllchen in der Zeichenebene liegt, um 90° gedreht ist und dann 
senkrecht zur Zeichenebene steht. Auf diese Art und Weise wird es mog- 
lich, das zu untersuchende Objekt 4 aus einer anderen Richtung zu betrach- 
ten, namlich der in der Darstellung der Fig. 2 unter diesem Objekt 4 liegen- 
den Richtung. Es kann also ein weiterer Detektionsstrahlengang 5' vor- 
gesehen sein, bei welchem dann beziiglich des in der Fig. 1 erkennbaren 
Detektionsstrahlengangs 5 das zu untersuchende Objekt 4 unter einem 
Winkel von 90° betrachtet werden kann, ohne dass dieses Objekt 4 selbst 
gedreht worden ware. 

Bei einem derartigen System ist es beispielsweise moglich, unter Einsatz 
von Spiegein 60 und eines Kippspiegels 26 verschiedene Detektionsstrah- 
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lengSnge 5, 5' wahlweise, je nach Stellung des Kippspiegels 26 zu ein und 
demselben Detektor 8 bzw. ein und demselben optischen System mit 
Objektiven 6 zu leiten. In Zuordnung zur Drehstellung der Zylinderlinse 3 
wird also dann der Kippspiegel 26 entsprechend umgeschaltet. Selbstver- 
standlich istes moglich, zwei Detektionsstrahlengange 5, 5' mit jeweils zu- 
geordneter Objektivanordnung und Detektor voneinander unabhangig und 
beispielsweise unter einem Winkel von 90° vorzusehen. Waiter ist es 
moglich, zumindest eines dieser Systems dann bewegbar zu gestalten, so 
dass es zusammen mit der Zylinderlinse 3 urn die Beleuctitungsachse des 
Beleuchtungsstrahlengangs 2 in Fig. 2 gedreht werden kann, so dass bei 
gleichzeitiger Drehiung der Zylinderlinse 3 und dieses Detektionsstrahlen- 
gangs dann eine Rundumaufnahme des zu untersuchenden Objekts 4 
erzeugt werden kann, ohne dass dieses Objekt selbst bewegt worden 
ware. 

Die Erfindung betrifft ein IVlikroskop, bei dem eine Solnicht der Probe durch 
einen dunnen Lichtstreifen 1 1 beleuchtet wird und die Beobachtung senk- 
recht zu der Ebene des Liciitstreifens erfolgt. Die Dicke des Lichtstreifens 
11 bestimmt somit wesentlich die Scharfentiefe des Systems. Fur die 
Bildaufnahme wird das Objekt 4 durch den bezuglich des Detektors fest- 
stehenden Lichtstreifen 1 1 bewegt, und Fluoreszenz- oder/und Streulicht 
wird mit einem flachigen Detektor aufgenommen. Stark absorbierende oder 
stark streuende Objekte 4 werden aus mehreren Raumrichtungen beobach- 
tet. Die dreidimensionalen Aufnahmen, die aus jeder Richtung gemacht 
werden, konnen naohtraglich zu einer Aufnahme kombiniert werden, in der 
die Daten entsprechend ihrer Auflosung gewichtet werden. Die Aufldsung 
der kombinierten Aufnahme wird dann durch die laterale Auflosung der 
einzelnen Aufnahmen dominiert. 
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AnsprQche 

1 . Mikroskop mit wenigstens einem Beleuchtungsstrahlengang (2; 2, 
5 2') und wenigstens einem Detektionsstrahlengang (5), 

dadurch gekennzeichnet, 

dass bei jedem Beleuchtungsstrahlengang (2; 2, 2') eine Fo- 
kussieranordnung (3; 3, 3') vorgesehen ist zur Erzeugung 
eines in Richtung einer Beleuchtungsachse des Beleuchtungs- 
10 strahlengangs (2; 2, 2') und quer dazu ausgedehnten flachen- 

artigen Objektbeleuchtungsbereichs (20), 
dass eine Detektionsrichtung (10) des wenigstens einen De- 
tektionsstrahlengangs (5) naherungsweise orthogonal zu dem 
flachenartigen Objektbeleuchtungsbereich (20) steht, und 
15 - dass eine Bewegungsanordnung (12) vorgesehen ist zur Er- 

zeugung einer Relativbewegung zwischen dem flachenartigen 
Objektbeleuchtungsbereich (20) und einem zu untersuchenden 
Objekt (4). 

20 2. Mikroskop nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dass durch die Bewegungsanordnung (12) 
eine Drehbewegung des Objekts (4) oder/und eine Verschiebebewe- 
gung des Objekts (4) erzeugbar ist. 

25 3. Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Bewegungsanordnung (12) dazu 
ausgebildet ist, bei im Wesentlichen feststehendem flachenartigen 
Objektbeleuchtungsbereich (20) das Objekt (4) zu bewegen. 

30 4. Mikroskop nach Anspruch 1 oder 2, 
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dadurch gekennzeichnet, dass die Bewegungsanordnung dazu aus- 
gebildet ist, bei im Wesentlichen feststehendem Objekt (4) den fla- 
chenartigen Objektbeleuchtungsbereich (20) zu bewegen. 

Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeiciinet, dass der wenigstens eine Beleuchtungs- 
strahlungsgang (2; 2, 2') eine Zylinderlinse (3; 3, 3) zum Fokus- 
sieren des Beleuchtungslichts aufweist. 

IS/likroskop nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Zylinderlinse (3; 3, 3') urn die 
Beleuchtungsachse drehbar ist oder/und in Richtung der Beleuch- 
tungs- oder/und der Zylinderachse verschiebbar ist oder/und mit der 
Zylinderachse bezuglich der Beleuchtungsachse kippbar ist. 

IVIikroskop nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Bewegung der Zylinderlinse (3; 3, 
3') eine hochfrequente Bewegung ist. 

Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 7, 

dadurch gekennzeichnet, dass Streulicht Oder Fluoreszenzlicht einer 

Oder mehrerer Wellenlangen verwendet wird. 

IVIikroskop nach einem der AnsprQche 1 bis 8, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle (1; 1, 1') eine Lampe 
Oder ein Laser ist, die Licht einer oder mehrerer WellenlSngen zur 
Verfugung stellen. 

Mikroskop nach einem der AnsprQche 1 bis 9, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Objekt (4) durch eine Halterung 

(12) in einer Probenkammer (13) zu halten ist und darin um eine im 
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Wesentlichen einer Schwerkraftrichtung entsprechende Achs© (14) 
drehbar und entlang mindestens einer Richtung bewegbar 1st. 

Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens zwei Beleuchtungsstrah- 
lengange (2, 2') mit im Wesentlichen entgegengesetzter Beleuch- 
tungsrichtung vorgesehen sind zur Erzeugung sich wenigstens be- 
reichsweise Qberlappender flachenartiger Objektbeleuchtungsbo- 
reiche (20). 

!\/likroskop nacli Anspruch 1 1, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Beleuchtungslicht der beiden 
Beleuchtungsstrahlengange (2, 2') in Richtung der Beleuchtungs- 
achse im Bereich des flachenartigen Objektbeleuchtungsbereichs 
(20) wenigstens bereichsweise interferiert. 

Mikroskop nach Anspruch 1 2, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Beleuchtungslicht der beiden 
Beleuchtungsstrahlengange (2, 2') eine konstante, einstellbare Phase 
aufweist. 

Mikroskop nach einem der AnsprQche 1 bis 1 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass der wenigstens eine Detektionsstrah- 
lengang (5) einen Detektor aufweist und dass der Detektor seitlich 
beziiglich der Detektionsrichtung des wenigstens einen Detektions- 
strahlengangs (5) bewegbar ist. 

Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 1 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass der wenigstens eine Detektionsstrah- 
lengang (5; 5') derart anpassbar ist, dass die Detektionsrichtung bei 
Verlagerung des Objektbeleuchtungsbereichs (20) naherungsweise 
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orthogonal zu dem flachenartigen Objektbeleuchtungsbereich (20) 
liegt. 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Mikroskop, bei dem eine Sphicht der Probe durch 
einen dQnnen Lichtstreifen (11) beleuchtet wird und die Beobachtung 
senkrecht zu der Ebene des Lichtstreifens erfolgt. Die Dicke des Liciitstrei- 
fens (11) bestimmt somit wesentlich die Scharfentiefe des Systems. FQr 
die Bildaufnahme wird das Objekt (4) durcin den bezuglicli des Detektors 
feststehenden Lichtstreifen (11) bewegt, und Fluoreszenz- oder/und Streu- 
liclit wird mit einem flaciiigen Detektor aufgenommen. Stark absorbierende 
Oder stark streuende Objekte (4) werden aus meiireren Raumriciitungen 
beobachtet. Die dreidimensionalen Aufnalimen, die aus jeder Richtung 
gemaclit werden, konnen nachtraglich zu einer Aufnahme kombiniert 
werden. In der die Daten entsprecliend ilirer Auflosung gewichtet werden. 
Die Auflosung der kombinierten Aufnalime wird dann durch die laterale 
Auflosung der einzelnen Aufnahmen dominiert. 



( Fig. 1 ) 
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